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摘 要 目的:探讨全反式视黄酸( ATRA)对乳腺癌细胞生长抑制和对细胞凋亡诱导的机理。方法: 采用荧光显
微术、流式细胞术、MTT测定和 RNA印迹等方法, 检测细胞凋亡、细胞生长和 mRNA的表达水平。结果: 1) ATRA能够
有效地诱导 ZR- 75- 1乳腺癌细胞凋亡, 但不能诱导MDA- MB- 231乳腺癌细胞凋亡。2) ATRA能够有效地抑制
ZR- 75- 1细胞的生长, 但不能抑制 MDA- MB- 231细胞生长。3) ATRA能够诱导 ZR- 75- 1细胞的视黄酸受体
RARB的表达, 但不能诱导MDA- MB- 231细胞的 RARB表达。结论: ATRA诱导的细胞凋亡与其对 ZR- 75- 1细胞
生长抑制有关, 对MDA- MB- 231细胞生长及凋亡无影响, RARB的表达可能介导 ATRA诱导的细胞凋亡和细胞生
长抑制过程。







( all- trans retinoic acid, ATRA)能够抑制许多类型癌
细胞的生长, 具有显著抗肿瘤作用12 ,32。视黄酸的作
用主要由其受体 )) ) RAR( retinoic acid receptor) 和











乳腺癌 ZR- 75- 1和 MDA- MB- 231细胞分
别培养在RPMI- 1640和 DMEM培养液中,培养液含
10%胎牛血清和青霉素 ( 100单位/ ml)、链霉素 ( 100
Lg/ ml)。细胞株来自 ATCC ( American Type Culture
Collection)。
Induction of apoptosis by all- trans retinoic acid in cancer cells
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Abstract Objective: To explore the effect mechanism of al-l trans etinoic acid ( ATRA) on induction of apoptosis
and the growth inhibition in human breast cancer cell lines. Methods: Apoptosis, growth inhibition and mRNA level in
breast cancer cell lines were detected by fluorescent microscopy, flow cytometry, MTT assay and northern blot. Results:
1) ATRA can induce apoptosis of ZR- 75- 1 breast cancer cells, but it can not induce apoptosis of MDA- MB- 231
breast cancer cells. 2) ATRA can inhibit the growth of ZR- 75- 1 breast cancer cells effectively, whereas it has no
effect on MDA- MB- 231 breast cancer cells. 3) ATRA can induce RAR B expression in ZR- 75- 1 breast cancer
cells, but it can not induce RAR B expression in MDA- MB- 231 breast cancer cells. Conclusions: Induction of
apoptosis may contribute to the growth inhibitory effect of ATRA in ZR- 75- 1 breast cancer cells. The expression of
RAR B is an important factor which may mediate apoptosis induced by ATRA and growth inhibitory effect of ATRA.
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图 1 荧光显微术观察 ATRA诱导的 ZR- 75- 1乳腺
癌细胞的细胞凋亡(实验组, @ 1000)
1. 2 荧光显微镜观察细胞凋亡形态
细胞经 ATRA ( 10- 6 mol/ L Sigma) 处理 3天, 胰
蛋白酶消化, 磷酸缓冲液 ( PBS, pH 7. 4)洗涤, 3. 7%
多聚甲醛固定 1 hr, 荧光染料 DAPI ( 4, 6- Diamid-i





细胞经 ATRA( 10- 6 mol/ L) 处理 4天, 胰蛋白酶
消化, PBS洗涤, 3. 7%多聚甲醛固定 1 hr, 采用 TdT
( terminal deoxyribonucleotidyl transferase) 方法标记细




1. 4 RNA制备和 RNA印迹
参照文献162方法进行。细胞经 ATRA( 10- 6 mol/
L)处理 24 hr。用硫氰酸胍提取和氯化铯离心制备总
RNA, 取 30 Lg RNA在含甲醛的凝胶上电泳后, 将
RNA转移到尼龙膜上。以32P- A- dATP 和32P- A-
dCTP标记 RARA和 RARB cDNA制备探针, 与尼龙
膜上的 RNA杂交,洗膜, - 80e 放射自显影。为确定
所用的 RNA量, 在同一张膜上再进行B- actin DNA
杂交。
1. 5 细胞生长测定( MTT测定)
细胞以 1000个细胞/ 孔的接种量接种于 96孔
培养板, 用不同浓度的 ATRA( 10- 6、10- 7、10- 8、10- 9
mol/ L) 连续处理 9天, 其中每隔 3天更换新鲜培养
液并加入 ATRA, 以 MTT ( 3- [ 4, 5- Dimethylthiazol-
2- yl] - 2, 5- diphenyltetrazolium bromide)染色法(按
产品说明书操作, Promega) 测定。即: 在细胞液中加
入 15 Ll MTT, 细胞被染色后, 以 100 Ll的二甲基亚
砜( DMSO)溶解染料, 当溶液中的四唑盐转变为蓝色




ZR- 75- 1细胞经 ATRA诱导后发生细胞凋亡
时,细胞核变小,染色体固缩, 并断裂成许多小片段,
形成致密小体, 被 DAPI染色后, 在荧光显微镜下呈
发亮小体(图 1) , 未发生细胞凋亡的细胞, 则看不见
发亮小体, 因此细胞核的形态与对照组(图 2)类似,
表明ATRA能够诱导 ZR- 75- 1乳腺癌细胞发生细
胞凋亡的形态变化。
统计结果表明 , ATRA能够有效地诱导 ZR-
75- 1细胞凋亡, 细胞凋亡率为 52%, 而 ATRA则不
能有效地诱导 MDA- MB- 231细胞凋亡, 细胞凋亡




细胞仪测定细胞凋亡, 结果如图 3所示, ATRA能够
显著诱导 ZR- 75- 1细胞凋亡, 细胞凋亡率高达
57. 6%; 而在 MDA- MB- 231细胞中, ATRA诱导细




RNA( 30 Lg) 印迹检测视黄酸受体 mRNA表达
的结果显示, 在 ZR- 75- 1细胞中 RAR A表达, 经
ATRA诱导后 RAR A表达水平没有变化, 在 MDA-
MB- 231细胞中, RARA在 ATRA诱导前后均不表
达(图 4)。对 RAR B表达的测定则表明, ATRA能够
有效地诱导 ZR- 75- 1细胞的 RAR B表达, 但对
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图 5 RNA印迹检测 ATRA对 RARB表达的影响
图 6 ATRA对 ZR- 75- 1和MB- 231细胞的生长抑制
图 4 RNA 印迹检测 ATRA对 RARA表达的影响
图 3 流式细胞术分析 ATRA 诱导 ZR- 75 - 1和
MDA- MB- 231细胞凋亡
MDA- MB- 231细胞的 RARB表达则无诱导作用
(图 5) ,表明 ATRA对不同细胞的视黄酸受体表达的
诱导能力有所不同。
2. 4 ATRA对癌细胞生长抑制的影响
MTT 测定表明, ATRA能够有效地抑制 ZR-
75- 1细胞生长, 当细胞处理到第 9天时, ATRA
( 10
- 6
mol/ L) 对 ZR- 75- 1细胞生长抑制率达到
60% , 但对 MB- 231细胞生长则无显著的抑制作用
(图 6) ,表明 ATRA对不同癌细胞生长的抑制能力有
所不同。
3 讨 论
细胞凋亡形态观察(图 1) ,统计结果(表 1)和流
式细胞术测定结果(图 3)都一致表明, ATRA能够显
著诱导乳腺癌 ZR- 75- 1细胞凋亡, 但对 MDA-
MB- 231细胞没有诱导作用, 提示视黄酸诱导细胞
凋亡的机制可能与细胞生长和分化的不同方式有
关,也可能与细胞类型有关,因为 ZR- 75- 1细胞是








献报道, 4- HPR( [ N- ( 4- hydroxy- phenyl) ] ret-i
namide) 通过诱导细胞凋亡来抑制髓样细胞、淋巴样
细胞和成神经细胞癌的恶性生长19,102。视黄酸的作










结果 (图 4, 5) 也清楚表明, RARB在这两种癌细胞
中均不表达, 但经 ATRA诱导后在 ZR- 75- 1细胞




hormone action through homodimeric and heterodimeric recep-
tors. Trends Endocrinol. Metab, 1993, 4: 156
Zhang L- X, Mills K. J, Dawson M. I, et al. Evidence for the
involvement of retinoic acid receptor RAR A dependent signa-l
ing pathway in the induction of tissue transglutaminase and
apoptosis by retinoids. J. Biol. Chem, 1995, 270: 6022
J萨姆布鲁克等著, 金冬雁等译 . 分子克隆实验指南, 第
一版, 北京: 科学出版社, 1993: 352
Cassidy J, Lippman M, LaCroix A, et al. Trial of 13- cis-
retinoic acid in metastatic breast cancer. Eur. J. Cancer Clin.
Oncol. 1982, 18: 925
Modiano M, DaltonW, Lippman S, et al. Study of fenretinide
( n- [ 4- hy- droxyphenyl] retinamide) in advanced breast
cancer and melanoma. Invest. New Drugs, 1990, 8: 317
Mirco P, Bocca P, Chiesa V, et al. Differential effects of N-
( 4- hydroxyphenyl) retinamide and retinoic acid on neurob-
lastoma cells: apoptosis versus differentiation. Cancer Res,
1995, 55: 853
Domenico D, Aiello A, Lombardi L, et al. N- ( 4- hydrox-
yphenyl) retinamide induces apoptosis of malignant hemopo-i
etic cell lines including those unresponsive to retinoic acid.
Cancer Res, 1993, 53: 6036
Houle B, Ledue F, Bradley W. E. C. Implication of RAR B in
epidermoid ( squamous) carcinoma cells. Exp. Cell Res.
1991, 195: 163
Houle B, Rochette E. C, Bradley W. E. C. Tumor- suppres-
sive effect of the retinoic acid receptor B in human epidermoid
lung cancer cells. Proc. Acad. Sci USA, 1993, 90: 985
Delia D, Aiello A, Soligno D, et al. Bcl- 2 proto- oncogene
expression in normal and neoplastic human myeloid cells.
Blood, 1992, 79: 1291










率, ATRA能够有效抑制 ZR- 75- 1细胞生长, 而对









程是受基因 (如 bcl- 2, myc和 p53等)调控, Delia等
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